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　腸球菌（Genus　E忽¢706066％s）は，グラム陽性通性嫌気
性の連鎖球菌の中で，6．5％塩分耐性，40％胆汁耐性，
10℃ならびに45℃における発育等の特徴をもつH）．
Lansfield　D群に属し，　E．．危θ6α♂誌，　Eヵ60勉勉，　E　gα1診
％α7蹴，Eα翻窺，Eoα∫s♂鋸α棚sなど約20種の菌種で
構成される1－3）．ヒトや動物の腸管に常在細菌叢の構成菌
として存在する．環境に排出されても長期間生残し，腸管
内容物汚染の指標菌として評価されることがある3）．ただ
し，免疫能が低下した状態では，腸管内に留まらず全身感
染を起こすことがある．
　バンコマイシン耐性腸球菌（VanCOmyCin　reSiStant
E漉γ06066％sspp．以下，　VRE）は，健常人でも常在細菌
として存在することがある一方，白血病，火傷，移植など
重篤な基礎疾患を有する患者に感染した場合は，抗生物質
治療が困難になり症状の重篤化もみられる4・5）．VRE感染
の現状を把握し予防対策に寄与するため，感染症の予防及
び感染症の患者に対する医療に関する法律（感染症法）で
はVRE感染症は5類感染症に定義され，全数把握対象疾
病である．
　VREは耐性遺伝子の型により，”侃！1，四η．8，脇％C，
槻ηD，〃侃E，〃侃Gが分類されている．プラスミドを介
して伝播する槻π、4遺伝子保有VRE（以下，　vanA型）
ならびに四醐β遺伝子保有VRE（以下，　vanB型）がし
ばしば患者から分離され，公衆衛生上重要と考えられ
る3・6）．しかし，1999～2004年の感染症発生動向調査では，
”侃C遺伝子保有VRE（以下，　vanC型）が最も多く157
例中77例（49．0％）の患者から検：出されている5）．
　わが国では，1990年代後半に日本初の人のVRE感染が
報告され，また，輸入鶏肉からVREが分離され問題と
なった6・7）．以後，人からのVRE分離例は主に入院患者か
らであるが，バンコマイシン（以下，VCM）低耐性とい
われるvanC型は，時に健常人からも分離される5）．
　北海道において，人からのVRE検出報告は少ないが，
2002～2003年及び2004年は北海道中央部で入院患者から
vanB型が検出された8・9）．また，　vanC型は近年北海道内
の入院患者から検出されている．
　今回我々は，北海道内に流通する食肉のVRE調査を行
い，食肉及び食肉製品ならびに患者から分離した〃侃C7
遺伝子保有Eg読勿α鰯辮についてパルスフィールドゲル
電気泳動（Pulsed－Field　Gel　Electrophoresis：以下，
PFGE）法を用いて由来の検討を行ったので報告する．
材料及び方法
1．試　料
　2002年から2008年にかけて，食肉販売店から単材した
食肉及び食肉製品178検体を試料とした．畜種別では，牛
肉61検：体（34．3％），豚肉50検体（28．1％），豚・牛肉混
合10検体（5．6％），馬肉7検体（3．9％），鶏肉43検体
（24．2％），羊肉6検体（3．4％），豚・鶏肉混合1検体で
あった．食肉種類では，ミンチ94検体（52．8％），精肉
38検体（21．3％），食肉製品18検体（10．1％），サイコロ
ステーキ18検体（10．1％），テンダライジング肉10検体
（5．6％）であった．178検体中生食用食肉・食肉製品は27
検体（15．2％）であった．包装形態のままの輸入食肉（以
下，輸入肉）は15検体，国産肉は163検体であった．
2．菌分離
　食肉試料は，滅菌ストマッカー袋に25g計量したもの
を一40℃で保存し，試験に供した．選択増菌はBBL
Enterococcose1TM　broth（BD）を滅菌した後冷却し，
VCM（Sigma－Aldrich）を4μg／mL濃度に無菌的に添加
したものを増菌培地として用いた．保存食肉試料を解凍し
増菌培地225mLを加え，1分間ストマッキングした後，
35℃で24時間好気培養した．増菌培養後1白金耳を6も
しくは8μg／mL　VCM加Bile　Esculin　Azide　agar
一57一
（Merck），　Chrolnocult⑭Enterococci　agar（Merck）に画
線塗抹し，35℃で48時間好気培養を行った．増菌液から
DNAを抽出し，　Polymerase　Chain　Reaction（以下，
PCR）法によりθαπ、4，四一β，槻％Cエ及び槻ηC2／3遺
伝子の確認を行った．当該遺伝子陽性を示した検体は，分
離培地上のコロニーについてcolony－PCRを行い，当該
遺伝子保有菌株を同定のために抽出した．
3．同　定
　疑わしいコロニーは生化学性状ならびに簡易同定キット
を用いて同定した．生化学性状は，グラム染色性，溶血性，
カタラーゼ試験，6．5％NaCl濃度での発育，45℃での発
育，40％胆汁耐性，アルギニン加水分解，馬尿酸加水分解，
ピルビン酸利用ならびにCTA培地（Oxoid）を用いて糖
などからの酸産生を確認した．使用した糖等の基質は，D
（一）マンニトール，D一ソルビトール，サッカロース，　D
（＋）ラフィノース，可溶性デンプン（以上，和光純薬工業
㈱），L一アラビノース（Sigma－Aldrich），乳糖（BD－
DifCQ），イヌリン（片山化学㈱）であった．簡易同定キッ
トはBBL　CRYSTAL（BD）またはRAPID　ID32
STREP　API（Biom6rieux）を用いた．　E窺酩oooo6％s　sp．
と同定された菌株は，PCR法を用いて四η、4，侃％B，
襯ηCエ及び槻ηC2／3遺伝子の確認を行った．
4．PCR法によるVCM耐性遺伝子の確認
1）DNAの抽出
　VCM加Enterococcosel　brothで培養した増菌液はア
ルカリ抽出法を用いてDNAを抽出した．すなわち，増菌
液100μLを1．5mLマイクロチューブに採取し，10，000
Gで10分間遠心した後上清を捨て，0．05M　NaOH　100
μLを加えてvortex後100℃で10分問加熱した．50μL
を別のチューブに移し，8μしのIM　Tris－HCl
（pH　7．0）で中和し，10，000　Gで10分間遠心した後上清
15μLを滅菌蒸留水35μしで希釈しDNA鋳型とした．ま
た，分離した菌株からはDNeasy　Tissue　and　Blood　Kit
（QIAGEN）を用いてDNAを抽出した．
2）プライマー及びPCR
　プライマーはDutka－Malenθ如ム10）による四α％、4，槻％β，
四πCエ及び槻π02／3検出用プライマーを使用した．
　7切DNAポリメラーゼはEx：翫g（タカラバイオ㈱）
を用い，使用説明書に従い反応液を調製した．PCR反応
条件は以下のとおりである．すなわち，94℃の前加熱を5
分間行った後，熱変性94。C1分間，アニーリング540C1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼分間，伸張反応72℃1分間を1サイクルとして，この増
幅反応を30回繰り返し，最後に72℃7分間の反応を行っ
た．PCR反応液は，臭化エチジウム添加2％GTGアガ
ロースゲルに供して電気泳動した後，UV照射下で増幅
DNAの確i認を行った．
5．パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）
　槻％C1遺伝子を持つE8α1伽α7％窺についてPFGEを
実施した．検討した菌株はTable　1及びTable　2のとおり
である．
1）プラグ作成
　プラグ作成からPFGEは，　Turabelidze　6’α乙11）に準拠
し変更を加えて行った．すなわち，単コロニーからBrain
Heart　Infusion　broth（BD－Difco）に接種し，35。Cで24
Table　l　Vancomycin　Resistant　Enterococci　lsolated　in　Hokkaido
Detail　of　fQod Year Origin Species Gene PFGE　　Isolate　No．
chicken
chicken
chicken
beef
beef
chicken
chicken
pork
pork
chicken
lamb
　block　meat
　block　meat
minced　meat
reassorted　meat
reassorted　meat
minced　meat
minced　meat
minced　meat
minced　meat
minced　meat
　block　rneat
2002
2002
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2004
2006
　imported
　imported
　Hokkaido
　Japan
not　identified
not　identified
　Japan
not　identified
　Hokkaido
not　identified
　Hokkaido
E、即z♂初α㍑〃z
E，解JJ伽α鰯〃z
E即♂♂勿α鰯粥
E．oα∬θ1解αθz6s
E．9α」1勿α吻〃z
E．9認」勿α7z6粥
E．9α1」勿α捌辮
E．oαss6」解訓典
E．9α／♂勿α剛規
E．9α♂z勿α捌窺
E．9α」劾¢〃％駕
θ朋Cエ
〃αηCエ
θ侃Cエ
η観C2／3
3侃α
＠αηCヱ
びα％α
ρ伽C2／3
0伽。エ
槻％α
θαηcエ
○
○
○
○
○
0
0
0
VREO30
VREO32
VREOO2
VREO19
VREO18
VREO22
VREO　10
VREOO5
PFGE：“○”sample　shows　that　Pulsed－Field　Gel　Electrophoresis　was　performed．
Table　2　Enterococca目solates　Used　as　Control　Specimen
Detail　of　sampleY ar Origin Species Gene　　Isolate　No．
pork　　　mirlced　meat　　2004
chicken　　minced　meat　　2004
patient　　　　　　feces　　　　　　2007
patient　　　　　　feces　　　　　　2008
Bangkok
Bangkok
Hokkaido
Hokkaido
Egα」♂勿αγ％窺　　び伽α
E．9召〃勿α鰯窺　　〃醐C－Z
E，9認♂初σ無規　　勿α％α
E．9α」1ガηα剛勿¢　　θ伽。エ
VREO73
VREO74
07156
08171
一58一
時間培養したものを1，000μL採取し，10mM　Tris－1mM
EDTA　buffer（以下，1×TE）（pH　8．0）を用いた遠心洗
浄を1回行い，1×TE（pH　8．0）200μしに再浮遊した．
100μLを別容器にとり，mutanolysin（Sigma－Aldrich）
5，000U／mLを2．5μL，　Lysozyme（Sigma－Aldrich）50
mg／mLを5μL，　Proteinase　K（Invitrogen）10　mg／mL
を15μL加えて37℃で20分間インキュベートした．その
後55℃にし，加熱した1％Sodium　Dodecyl　Sulphate加
1．5％GTG　agarose　110μLを混合し氷上で固化した．固
化したプラグを10mg／mL　Proteinase　K（lnvitrogen）
100μLを添加した1mlの1％N－Lauroylsarcosine　O．5
MEDTA（pH　8．0）に入れ，55℃で一晩インキュベート
した．
　インキュベーション後，プラグは10mしの滅菌蒸留水
（以下，SDW）で2回，その後10　mしの1×TEで2回い
ずれも50QCで15分間ずつ洗浄平衡化した．制限酵素
bufferで平衡化の後，∫窺α1（タカラバイオ㈱）による処
理（75U／プラグ）を30℃で5時間行った．制限酵素処理
はS〃zα1による処理を第一とし，．4加1（タカラバイオ
㈱）処理（75U／プラグ）ならびに、4s61（New　England
Biolab）処理（80　U／プラグ）を併用した．
2）PFGE及び泳動像の分析
　PFGEにはCHEF－DRII　（Bio－Rad　Laboratories）を
用いた．適切な大きさに切ったプラグを1％［W／V］
Seakem　Goldアガロース（タカラバイオ㈱）ゲルに包埋
し，0．5×Tris－Borate－EDTAバッファー中で，バッ
ファー温度14℃，電圧200Vで，（1）パルスタイム3．5秒
から25秒，泳動時問12時間の条件で泳動を行い，次いで
（2）パルスタイム1秒から5秒，泳動時間8時間の条件で泳
動を行った．電気泳動後，ゲルを臭化エチジウム（1μg／
mL）で染色し，紫外線照射下で観察した．　PFGE法によ
り得たDNA切断パターンはPHOTODYNE（Atto）を
用いてTIFFファイル化した．次いでBioNumerics　ver．
4．0（Applied　Math）を用いてDice法により解析した．
なお，クラスター分析には，Tolerance　1．2％の条件で
Unweighted　Pair　Group　Method　with　arithmetic　Aver－
age法を用いた．
結果及び考察
1．食肉からのVRE検出状況
　VREは，食肉及び食肉製品178検体中11検体（6．2％）
から検出された（Table　1）．畜種別では，牛2検体
（3．3％），豚2検：体（4．0％），鶏6検体（14．0％），羊1検
体（16．7％）であった．産地別では，輸入肉2／15検体
（13，3％），国産肉9／163検体（5．5％）からVREが検出
された．また，生食用食肉ならびに生食用食肉製品から
VREは検出されなかった．
　検出されたVREはすべてvanC型であり，　vanA型な
らびにvanB型は検出されなかった．
　人のVRE感染で注意すべきはvanA型，　vanB型であ
るといわれている5）．1990年代のみならず2000年代にも，
輸入食肉からvanA型，　vanB型が検出されたこと6・7），ま
，北海道においてvanB型が人から分離されたこと8・9）
から，食品を介してVREが地域社会に蔓延することが危
惧された．しかしながら，今回検査した北海道で流通する
食肉からは，これらの遺伝子型のVREは検出されなかっ
た．
　石崎ら6），辻澤ら12）によると，食肉から分離されたVRE
は”αηCエ遺伝子を保有するEgα1伽α剛〃zであった．今回，
北海道で分離されたVREの菌種と遺伝子型は，　E　gα勝
ηα剛窺＠侃C1）が9例，　E．6σssθ」卯σ捌5（砂侃C2／3）
が2例であった（Table　1）．今回の調査から，牛肉・豚
肉・鶏肉・羊肉からvanC型が検出され，様々な種類の食
肉にVREが存在していることが確認された．また，現地
で包装された状態の輸入食肉から分離された腸球菌から，
vanA型ならびにvanB型は検出されなかったが，”侃Cエ
遺伝子保有Egα♂1伽σ㍑辮が検出され，海外からVREが
輸入されていることが確認された．複数の経路からvanC
型が食肉を汚染したものであると示唆された．
2．分離株のPFGE
　PFGE法がVREの由来を解析するため有用であること
がBonten　6’〃3》により示され，それ以降，　VRE感染が
みられた時に由来を推定するために用いられている6β・9）．
　近年，国内で発生したvanC型感染で菌血症を惹起する
ことが報告された14）．北海道において人から分離された
vanC型は”αηCエ遺伝子を保有するEgα11伽剛彫であっ
たため，食品との関連を検討するためにPFGEによる解
析を行った（Table　1＆2）．　BioNumericsによる解析像
をFig．1に示した．泳動パターンはすべての株で異なる
pulsotypeを示し，北海道における人から分離された2事
例のVREと，流通する食肉から分離されたVREとの間
で共通の起源 示す菌株は確認されなかった．
　これまでは，vanC型はVCM低耐性であり臨床上問題
視されてこなかったが，菌血症を惹起する可能性があるこ
とから，今後は制御の対象として注意する必要がある．ま
た，過去にvanB型が人から分離され，その由来が不詳で
あることから，今後，食品や食材のVREモニタリングを
実施することが重要と考えられる．
3．PFGEに使用する制限酵素
　VRE菌株に対するPFGEで用いる制限酵素はS〃　α1が
多用ざれる◎8，9）が，いずれもvanA型，　vanB型の解析を
行うことを目的としている．今回，侃ηC1遺伝子を保有
するEgαZ伽α剛規についてPFGEを実施したが，小さ
いサイズのDNA断片が20以上観察された．そこで，
、4勿1ならびに、4soIによる消化を併せて行った．その結
果，、4勿1では12～20のDNA断片が観察され，8吻α1
の結果と同様にすべての菌株は異なる泳動パターンを示し
た（Fig．1）．一方，、4日目　IではDNA断片は2～5本にと
どまり，解析するにいたらなかった（結果は示さない）．
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Fig．1　Dendrogram　of　E．　g∂〃’η∂rαm　lsolates　Which　Possess　y∂ηCI　Gene　from　Food　Stuffs
　　　and　Human　Feces　in　Hokkaido
　　The　pulsotype　of　VREO18　was　not　shown　because　of　smear　by　both　S窺αIand∠LραIdigestions．
　　Arrows　show　human　isolates．
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